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【背景・目的】 
細胞質 Ca2+濃度（[Ca2+]cyt）の増加は様々な細胞機能を調節する。[Ca2+]cyt増加には細胞外か








 IP3産生酵素ホスホリパーゼ C（PLC）群から PLCζ を選出し、マウス卵細胞内で (1) マウス
由来 PLCζ（mPLCζ）とヒト由来 PLCζ（hPLCζ）の Ca2+振動誘発活性の比較、(2) PLCζ を二
つに分割した変異体を作製、単独発現時および対となる変異体との共発現時の Ca2+振動誘発活
性の評価、(3) 光応答性タンパク質モジュール“LOV ドメイン”を PLCζ 分子内に挿入した変異
体を作製、その酵素活性の光制御の可否の検証、以上の実験を行った。 
【結果・考察】 
(1) hPLCζ が mPLCζ より高い Ca2+振動誘発活性を持つことを確認した。PLCζ 発現量による
誘起 Ca2+振動の波形はいずれも同様の変化を呈したことから、両者とも細胞内での反応機構
は同じであり、単に IP3産生活性の強さが異なっているものと考えられる。 
(2) 適切な点で二つに分割した hPLCζ は、共発現させると酵素活性が回復することが確認され
た。また、hPLCζ の核移行能を初めて確認し、核移行シグナル配列が XY リンカー領域にある
ことを突き止めた。さらに、XY リンカー領域内の 323-345 番目のアミノ酸が、hPLCζ 酵素活性
に寄与していることが示唆された。これらはともに、豊富に存在するリシン残基の正電荷による
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1.2. イノシトール三リン酸誘導性 Ca2+遊離機構 
[Ca2+]cyt の上昇機構には、細胞外からの Ca2+流入と、細胞内 Ca2+ストア(小胞体)からの
Ca2+遊離との二通りの経路が存在する。 後者の場合、小胞体膜上に存在するイノシトール
1,4,5-三リン酸受容体(IP3R) もしくはリアノジン受容体(RyR)を通して Ca2+遊離が起こる。 
IP3R は生体内に広範に発現する一方、RyR は筋細胞など興奮性の細胞で顕著に発現してい
る。 IP3R はイノシトール 1,4,5-三リン酸（IP3）の結合によって活性化され小胞体からの
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Ca2+遊離を引き起こす。 IP3によって誘発されるこの Ca2+遊離機構は IP3誘起性 Ca2+遊離
(IP3-induced Ca2+ release;IICR)とよばれる。 IP3R 活性化因子である IP3は、酵素ホスホ
リパーゼ C (PLC) による膜脂質ホスファチジルイノシトール二リン酸 (PIP2) の加水分解
によりジアシルグリセロール (DAG) とともに産生される。 IP3が細胞質に遊離し IP3R を
活性化する一方、DAG は膜に残りプロテインキナーゼ C を活性化する[1][2][4]。  
 
1.3. IP3産生酵素“ホスホリパーゼ C ゼータ” 
 IP3産生酵素ホスホリパーゼ C (PLC) は小胞体からの Ca2+放出を誘発し[Ca2+]cytを増加
させる。 PLC には 6 つのアイソザイム（δ、β、γ、ε、η、ζ）が同定されており、N 末側か
ら順に EF ハンドドメイン、X-Y 触媒ドメイン、C2 ドメインを共通のドメイン構造として
持っている(Fig.1.1) [3][4][8][9]。 EF ハンドドメインと C2 ドメインには Ca2+結合能があり、
PLC の酵素活性の調節に関わっているとされる[11]。 ζ 以外の PLC は、上記 4 つのドメイ
ンに加え PH ドメインを共通して持つが、PLCζ だけはこれを持っておらず PLC ファミリ
ーのなかで最も分子サイズが小さい。 PLCζ の特徴はこれだけではなく、他の PLC が脳や
神経細胞をはじめ体細胞に発現しているのに対し、PLCζ は精子特異的に発現しており、受
精卵の活性化現象に大きく関わっている[10]。 PLC アイソザイムの酵素活性は[Ca2+]cyt依存
的であるが、PLCζ の Ca2+感受性は特に高く、最も構造の類似する PLCδ1 に比べ約 100 倍
高い Ca2+感受性を持つ（PLCζ-EC50[Ca2+] = 52 nM, PLCδ1-EC50[Ca2+] = 5.7 µM）[12]。 こ
の結果、PLCζ は未受精卵の[Ca2+]cyt（約 70 nM）、静止時の[Ca2+]cyt（約 100 nM）でも酵










Fig.1.1  PLC アイソザイムのドメイン構造 
  RA は Ras タンパク質結合ドメイン、RasGEF は Ras タンパク質のグアニンヌクレオチ












































 基礎とする IP3産生酵素には、PLC ファミリーから PLCζ を選出した。 PLCζ の酵素活
性調節因子は他の PLC とは異なり[8][9] [Ca2+]cyt のみである。さらに、PLCζ は静止時の
[Ca2+]cytでも十分な酵素活性を持つ。この結果、PLCζ は細胞内に導入するだけで IP3を産
生し IICR を誘起することができる。 故に、光応答性ドメインを組み込んだ PLCζ のは、
光のみで酵素活性制御が可能と期待される。 光制御型 PLCζ 変異体を作製するにあたり、
PLCζ の構造を理解する必要がある。前述のとおり、PLCζ の立体構造は未だ同定されてい
ない。しかし、アミノ酸配列の相同性と、先行研究の結果より PLCδ1 様の構造をとるもの
と予測されている[15]。そこで、我々は PLCδ1 の X 線結晶像 (PDBid 1DJX)[16] を元に PLCζ



















Fig.1-3  PLCδ1 の結晶構造と human PLCζの立体構造モデル 
(A) ratPLC-δ1 Δ(1-132) (PLCδΔPH)  
 [Essen LO, MRC Centre の X 線構造に基づく. PDBid 1DJX] [16] 
   (B) ratPLC-δ1 (PDBid 1DJX) のホモロジーモデリングによる humanPLC-ζ1 の 
立体構造モデル 














的に繰り返される現象 (Ca2+振動) が起こる[6][7]。 Ca2+振動を制御する詳細な機構は明らか
にされていないが、未受精卵に PLCζを発現させると受精時と同様の Ca2+振動を誘発する
ことから、PLCζ が Ca2+振動の起点であるとされている。 PLCζ が卵細胞内に移行すると、
膜脂質 PIP2を加水分解して IP3を産生、IP3が IP3R を活性化し小胞体からの Ca2+遊離が起
こる。放出された Ca2+が PLCζ をさらに活性化し、IICR を増強すると考えられている。ま
た、PLCζ には核移行能があり、受精後に形成された前核への PLCζ の移行が Ca2+振動を
停止させる要因とされている[13][14][15]。 このように、Ca2+振動の発生から終了に至るまで
Ca2+振動が PLCζ に依存するところは大きく、従って誘発した Ca2+振動を評価した Ca2+振
動誘発能を比較することで PLCζ の酵素活性を間接的に評価することができる。 
 卵子の大きさ、精子の大きさは生物種ごとに異なるため、PLCζ の酵素活性・性質も由来
する生物種ごとに差異があると考えられる[21][22]。本項の実験では、当研究室が保有してい







2.2.1. ヒト PLCζ-Venus  cDNA の作製 
浜松医科大学より頂いた hPLCζ:pGLS（A21）8T、hPLCζ-Venus:pEF6v5/HisA の cDNA
を基に、hPLCζ および hPLCζ-Venus の翻訳領域を置換し、hPLCζ-Venus:pGLS（A21）
8T を作製した。 基にした DNA サンプルには、5’側には Kpn I の、3’側には Not I の制
限酵素認識部位が hPLCζ（hPLCζ-Venus）の翻訳領域外に組み込まれていた。ベクターと
なる hPLCζ:pGLS（A21）8T の cDNA と、挿入部である hPLCζ-Venus:pGLS（A21）8T




制限酵素 Kpn I / Not I により、各 DNA の制限酵素処理を行った。 
実験手順 
1. 1.5 ml チューブに以下の試薬を入れ、よくピペッティングして混合した。 
< 挿入用 DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×K Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Not I ) 
滅菌 Milli-Q  













< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×K Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Not I ) 
滅菌 Milli-Q  







2. 37℃、over night でインキュベートした。 
3. 溶液に Loading Buffer を 2.0 µL 加え、1%アガロースゲルを用いて、100 V で 30 分
間電気泳動を行った。 
4. 電気泳動後、アガロースゲルを UV トランスイルミネーターに移し、紫外線を照射、
予測したサイズのバンドが出ていることを確認した。 
5. デジタルカメラでバンドを撮影後、メスを用いて DNA を含むアガロースゲルを切り出
し、1.5 mL チューブに入れ、-25℃で冷凍保存した。 
 
2.2.1.2. アガロースゲルからの DNA の精製 
MonoFas® DNA 精製キット I（GL sciences）を用いて、添付されている説明者に従い、
切り出したゲルからの DNA 精製を行った。 
実験手順 
1. 1.5 mL チューブに保存した PCR 産物を含むゲルに、キット付属の Buffer A をゲルの
質量に応じて加え、ゲルが完全に溶解するまで 60℃でインキュベートした。 
2. キット付属のスピンカラムに溶解したゲル、および溶液の全量を移し、10,000 rpm、
室温で 30 秒間遠心分離した。 
3. キット付属の Buffer B 500 µL を遠心分離後のスピンカラムに加え、10,000 rpm、室
温で 30 秒間遠心分離した。 
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4. 新しい 1.5 mL チューブに遠心分離後のスピンカラムを移し、Buffer C 10 µL をスピン
カラムの中心に加え、10,000 rpm、室温で 1 分間遠心分離した。 
5. 得られた精製 DNA を冷蔵保存した。 
 
2.2.1.3. プラスミドベクターへのサブクローニング 
 制限酵素Kpn IとNot Iで処理した hPLCζ-Venusの翻訳領域とプラスミドベクターをつ
なぎ合わせ、大腸菌に形質導入した。 
1. 1.5 ml チューブにゲルから精製した hPLCζ-Venus DNA 4.0 µL、hPLCζ：pGLS（A21）
8T [ 1.0 µg/µL ] DNA 1.0 µL、Ligation Mix 5.0 µL を入れよく混合し、5 分間 25℃で
インキュベートした。 
2. Competent Cell 100 µL に入れ、30 分間氷冷した。 
3. 42℃のブロックインキュベーターで 45 秒間インキュベートした。 
4. チップ先端を軽く火に通し滅菌した後、全量を LB+Amp+Tc プレート上にまいた。 
5. スプレッダーについたエタノールをバーナーであぶって飛ばした後、プレートの端で
冷やし、プラスミド溶液をプレート上に均一にのばした。 
6. 37℃、over night でインキュベートした。 
7. 大腸菌コロニーが形成されているのを確認後、火炎滅菌した爪楊枝でコロニー1 つをピ




2.2.1.4. プラスミド DNA の精製 





1. Amp を 25 µL 加えた LB 培地 25 mL に、保存したサンプルの全量を移し、37℃で 16
時間振盪培養した。 
2. 10 分間氷冷した後、7,500 rpm、4℃で 10 分間遠心分離した。 
3. 上澄み液を捨て、水気をよく切った後、キット付属の Cell Resuspention Solution 3 mL
を加え、沈殿物を溶かした。 
4. Cell Lysis Solution 3 mL を加えて転倒緩和し Neutralization Solution 3 mL を加えた。 
5. 10,000 rpm、4℃で 30 分間遠心分離した。 
6. 遠心分離後の上澄み液を採取し、10,000 rpm、4℃で 30 分間遠心分離した。 
7. キット付属の DNA Purification Resin 10 mL に遠心分離後の上澄み液の全量を加え、
真空管にセットした Midi column に移し、全量を流した。 
8. Column wash solution 15 mL をカラムに加え、全量を流した。 
9. 再び Column wash solution 15 mL をカラムに加え、全量を流した。 
10. カラム部分を切りとり、1.5 mL チューブにセットし 10,00 rpm、4℃で 1 分間遠心分
離した。 
11. カラムを新しい 1.5 mL チューブにセットし、70℃の滅菌 Milli-Q を 300 µL 加えた。1
分間静置したのち、10,000 rpm、4℃で 5 分間遠心分離した。 
12. 新しい 1.5 mL チューブに遠心分離後の上澄み液の全量をとり、そのサンプルの 1/10
量の酢酸を加えた後、エタノールをサンプルの 3 倍量加え、-80℃で 30 分間保存した。 
13. 15,000 rpm、4℃で 30 分間遠心分離し、上澄み液を丁寧に取り除いた。 
14. -20℃の 80 %エタノール 500 µL を加え、15,000 rpm、4℃で 5 分間遠心分離した。 





16. 上澄み液を取り除き、60℃のブロックインキュベーターに蓋を開けたまま 3 分間静置
し、エタノールを飛ばした。 
17. 60℃の 1/10 TE を適量加え、二分間温めた。 
18. 精製した DNA の濃度を計測するため、100 µL の 1/10 TE をセルに入れて Blank を計
測した後、1.5 ml チューブにサンプルを 1 µL とり、1/10 TE 99 µL を加え、100 倍希
釈したものを計測した。 
19. 1/10 TE でサンプル DNA を 1.0 µg / µL に希釈し、冷蔵保存した。 
 
2.2.1.5. 制限酵素処理 
 精製した cDNA を再度 Kpn I と Spe I で処理し、確認されるバンド長が予測値に一致す
るかを以て、hPLCζ-Venus:pGLS（A21）8T への組み換えを確認した。 
実験手順 
1. 1.5 ml チューブに以下の試薬を入れ、よくピペッティングして混合した。 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×K Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Not I ) 
滅菌 Milli-Q  







2. 37℃、over night でインキュベートした。 
3. 溶液に Loading Buffer を 2.0 µL 加え、1%アガロースゲルを用いて、100 V で 30 分
間電気泳動を行った。 





2.2.2. マウス PLCζ-Venus DNA の作製 
 作製した hPLCζ-Venus:pGLS（A21）8T と、当研究室所有の mPLCζ-Venus:pTNT を元
に、hPLCζ と mPLCζ の置換を行い、mPLCζ-Venus:pGLS（A21）8T の DNA を作製した。
いずれの DNA にも、5’側に Kpn I、3’側に Spe I の制限酵素認識部位が PLCζ の翻訳領域




制限酵素 Kpn I / Not I により、各 DNA の制限酵素処理を行った。実験手順は 2.2.1.1.
と同様である。使用した DNA、制限酵素、その組成を以下に示す。 
< 挿入用 DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×H Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Spe I ) 
滅菌 Milli-Q  







< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×H Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Spe I ) 
滅菌 Milli-Q  











2.2.2.2. アガロースゲルからの DNA の精製 
実験手順は 2.2.1.2 の項と同じである。 
 
2.2.2.3. プラスミドベクターへのサブクローニング 
 制限酵素 Kpn I / Not I で処理した hPLCζ-Venus の翻訳領域とプラスミドベクターをつ
なぎ合わせ、大腸菌に形質導入した。実験手順は 2.2.1.3.と同様である。 
 
2.2.2.4. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
2.2.2.5. 制限酵素処理 
  mPLCζ-Venus:pGLS（A21）8T は制限酵素 Mfe I の認識部位が 2 か所であるのに対し、




Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×M Buffer  
10×BSA 
Enzyme (Mfe I ) 
Template DNA（1 µg/µL）- mPLCζ-Venus:pGLS（A21）8T 











2.2.3. cRNA の合成 
 mMSSEAGE mMACHINE® Kit（Ambion）を用いて、付属の説明書に従って
mPLCζ-Venus および hPLCζVenus の cDNA からそれぞれの cRNA を合成した。 
実験手順 
1. 1.5 ml チューブに以下の試薬を入れ穏やかに混合し、37℃、over night で培養した。 
Restriction Enzyme component    Total 50 µL / tube 
10×K Buffer  
Enzyme (BamH I ) 
Template DNA（1 µg/µL）- hPLCζ スプリット変異体 





2. サンプルに ProK（1 mg/mL） 10 µL を加え、よく混合した後、50℃で 30 分間インキ
ュベートした。 
3. Buffer ERC を 300 µL 加え、よく混合した。 
4. 2 mL コレクションチューブにスピンカラムを乗せ、サンプルの全量を加えた。 
5. 15,000 rpm、25℃、1 分間遠心分離した。 
6. 上澄み液を捨て、同じコレクションチューブにスピンカラムを乗せ、15,000 rpm、25℃
で 1 分間遠心分離した。 
7. スピンカラムを新しい 1.5 ml チューブに乗せ、DNase free Water 10 µL をスピンカラ
ムの中心に加え、1 分間静置した。 
8. 15,000 rpm、25℃で 1 分間遠心分離した。 
9. 精製された DNA サンプルのうち、電気泳動用に 1 µL、濃度測定用に 1 µL 用いた。 
10. 10×Reaction buffer と 2×NTP/CAP が完全に溶けるまで室温に静置し、解凍後、
NTP/CAP は氷上に静置した。 




Component    Total  20 µL / tube 
2×NTP/CAP  
10×Reaction Buffer  
Linearized Plasmid  DNA 
10×Enzyme Mix 
H2O（RNase free） 
10 µL  
2 µL  
1.0 µg 
2 µL 
To 20 µL 
12. 37℃、2 時間インキュベートした。 
13. TURBO DNase を 1 µL 加え、37℃、30 分間インキュベートした。 
14. RNase free Water を 80 µL、Buffer RLT を 350 µL 加え、よく混合した。 
15. 100 % EtOH  250 µL を加え、ピペッティングによりよく混合した。 
16. RNeasy スピンカラムにサンプルの全量を移した。 
17. 10,000 rpm、室温で 15 秒、遠心分離した。 
18. デカントで上澄み液を捨て、新しい 2 mL コレクションチューブに RNeasy スピンカラ
ムを乗せた。 
19. Buffer RPE を 500 µL スピンカラムに加えた。 
20. 10,000 rpm、室温で 15 秒間遠心分離した。 
21. 80% EtOH 500 µL をスピンカラムに加え、10,000 rpm、2 分間、室温で遠心分離した。 
22. デカントで上澄み液を捨て、新しい 1.5 ml チューブにスピンカラムを乗せた。 
23. スピンカラムの中心に RNase free Water  15 µL 加え、1 分間静置した。 
24. スピンカラムの蓋を閉めて、15,000 rpm、室温で 1 分間遠心分離した。 
25. 得られた RNA サンプルのうち、電気泳動用、濃度測定用に 1 µL ずつ用いた。 
26. 得られた RNA サンプルに rRNsin 1 µL を加えた。 












1. ddY メスマウスに PMSG を約 0.2 ml を腹腔内注射した。 
2. PMSG を注射後 48 時間後に hCG を約 0.2 ml 腹腔内注射した。 




5. プラスティックディッシュ上に M2 の 200 µL ドロップを作製し、流動パラフィン
で覆った。 




8. 取り出した卵丘細胞層を流動パラフィンから M2 ドロップに導入し、卵丘細胞を
分解するためにヒアルロニダーゼストック溶液 50 µL を M2 ドロップにピペット
マンで静かにポンピングして加え、約二分間放置した。 
9. プラスティックディッシュの蓋の上に少量の M2+ドロップを 6 個作製し、先端の






11. 2 µM に希釈した Fura-2 AM  200 µL のドロップを、プラスティックディッシュ
上に作製し、洗浄後の卵をすべて移した。 
12. プラスティックディッシュに蓋をし、37℃の CO2 インキュベーター内で 10 分間
インキュベートした。 
13. ”2.2.4.1.-9. -10. “ と同様の手順で fura-2 AM ロード後の卵を洗浄した。 
 
2.2.4.2. マイクロインジェクション 
-80℃で保存していたmPLCζ、および hPLCζの cRNAを 85℃で 3分間インキュベート、
チビタンで軽く遠心した後、氷冷した。 
1. プラスティックディッシュの底の中心に直径 12 mm の穴をあけ、溶かしたワック
スで底面にカバーガラスを隙間なく接着した。以下より、このディッシュを測定
用ディッシュと呼ぶこととする。 
2. 測定用ディッシュに M2+ドロップ（200 µL）を作製、流動パラフィンオイルで覆
った。 
3. 測定用ディッシュに fura-2 ロード後の成熟卵を移した。 
4. 卵細胞をホールディングピペットで固定し、マイクロインジェクションピペット









 fura-2 は、励起波長 340 nm / 380 nm、蛍光波長 510 nmのCa2+結合性蛍光物質である。










した。 励起光源としてXeランプ、励起フィルターは340 or 380 AF15（Omega Optical）、
ダイクロイックミラーは 400 DCLP（Omega Optical）、蛍光フィルターには 510 AF23
（Omega Optical）、対物レンズは 20 倍のものを使用した。 fura-2 の蛍光は励起波長
340 nm と 380 nm、蛍光波長 510 nm で測定し、測定間隔は 30 秒で行った。 
2. 取得した画像データは解析ソフト Optical Image を用いて細胞質全体の蛍光強度を平
均化し、解析に用いた。 








2.2.4.4. 蛍光タンパク質 ” Venus ” の測定 
1. fura-2 の測定開始後、1 時間おきに fura-2 の測定を停止させ、各 PLCζ に連結してい
る蛍光タンパク質 Venus の蛍光強度を測定した。励起光の当たり方による蛍光強度の
ばらつきを避けるため、測定したすべての卵は個別に視野の中心に配して測定した。 
励起光源は Xe ランプ、励起フィルターは 490 DF20（Omega Optical）、ダイクロイッ
クミラーは 505 DRLP（Omega Optical）、蛍光フィルターは 535 AF26（Omega 
Optical）、対物レンズは 20 倍のものを使用した。 
2. 取得した画像データは解析ソフト Optical Image を用いて細胞質全体の蛍光強度を平
均化し、解析に用いた。 
 
2.2.5. マウス卵細胞において誘発する Ca 振動波形の観察 
 mPLCζ、または hPLCζ をマウス成熟卵におおよそ等量インジェクションし、fura 2 蛍
光強度の測定により、各 PLCζ が誘発する Ca2+振動を観察した。 
 実験手順は、2.1.4.の項の 2.1.4.1. ~ 2.1.4.3.に同じである。ただし、インジェクションし
た各 RNA 濃度は 100 ng/µL に限らず、1 µg/µL ~ 1 pg/µLまでの濃度を 1 桁刻みに行った。
対物レンズは 20 倍、測定間隔は 30 秒、測定は 6 時間行った。 
 
2.2.6. Ca 振動の第一スパイク波形の観察 
 mPLCζ、または hPLCζをマウス成熟卵におおよそ等量インジェクションし、fura 2 蛍
光強度の測定により、各 PLCζが誘発する Ca2+振動の第一スパイクを観察した。本項では
より詳細な検証を求め、測定間隔は 5 秒で行った。実験手順は 2.1.4.項の 2.1.4.1. ~ 2.1.4.3.
に同じである。ただし、用いた RNA の濃度に関しては 2.1.5.項と同様、1 µg/µL ~ 1 pg/µL





2.3.1. マウス卵細胞内でのマウス PLCζ とヒト PLCζ の発現効率の比較 
 測定開始から一時間おきに測定した Venus の蛍光強度を、経過時間との相関で表した
（Fig. 2.1.）。 図より、mPLCζ-Venus と hPLCζ-Venus はマウス卵細胞での発現効率に大

























                    
                    
インジェクションから 3 時間後      4 時間後         8 時間後 
Fig. 2.1 発現量の時間変化と細胞内局在の変化 
 (A) マウス卵細胞における発現量の時間推移 
 mPLCζ、hPLCζ に連結された Venus の蛍光強度により発現量の時間変化を示した。縦
軸は Venus の蛍光強度を、横軸は RNA インジェクション後の経過時間を示す。 
 (B) 細胞内局在の比較 

































2.3.2. マウス PLCζ とヒト PLCζ の Ca2+振動誘発活性の比較 
2.3.1. より、mPLCζ と hPLCζ はマウス卵細胞内での発現効率には大きな差はないこと
が確認された。 これより、インジェクションした cRNA が等量であれば、ある時間におけ
る発現量は同じであると仮定できる。 本項では、この仮定の下、どちらがより高い酵素活
性を有しているかを Ca2+振動誘発能を比較することで検証した。 
観察された Ca2+振動波形を RNA 濃度ごとに Fig. 2.2 に示した。 hPLCζ 由来、mPLCζ
由来に関わりなく同様の Ca2+振動が誘発された。 hPLCζ に見られた非常に高頻度の Ca2+
振動パターンを観察するため、mPLCζ のみ 1 µg/µL でも同様の実験を行った。 この結果、
hPLCζ 発現卵と同様の、非常に高頻度の振動パターンを呈した。 hPLCζ-Venus が RNA
濃度 0.01 ng/µL までCa2+振動を誘発できたのに対し、mPLCζ-Venusは 0.1 ng/µL がCa2+
振動を誘発する限界濃度であった。 概して、低濃度～高濃度に至るまで同様の振動パター
ンが確認され、尚且つ hPLCζ は mPLCζより少ない発現量で Ca2+振動を誘発することを
確認した。 
次に、得られた Ca2+振動波形の定量的に評価を試みた。Fig. 2.3 (A) に示すように、Ca2+
振動が発生するまでの時間をとった ”潜時” と、Ca2+振動発生時点から 2 時間以内におきた
Ca2+ スパイク の間隔をとって平均した ”スパイク間隔” の二点で比較した( Table.2.1 、
Fig. 2.3 (B) ) 。 潜時・スパイク間隔の値の比較より、hPLCζ は mPLCζよりも約 100 倍
高い Ca2+振動誘発活性を持つことが示唆された。 
 続いて、撮影間隔を短くし Ca2+振動の第一波形の比較を行った。 第一スパイクには、そ
の中にさらに微小なスパイクが確認された(Fig.2.4)。 この微小スパイクの数と、第一スパ
イクの持続時間をとり、同様に RNA 濃度別での評価を試みた。また、この二つのパラメー












本章のまとめとして、基礎とする PLCζ を決定するため、mPLCζ と hPLCζ の Ca2+振動
誘発活性を比較した。 その結果、hPLCζ の方がより優れた活性を持つこと、mPLCζ が受
精卵前核への局在を示したのに対し hPLCζ はこれを示さなかったこと、以上の二点を以て
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0.1 ng/µL  
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1 pg/µL  
 
 Fig. 2.2  PLCζ の発現によって誘起された Ca2+振動の波形 
 左列が mPLCζ-Venus、右列が hPLCζ-Venus が誘発した Ca2+振動波形である。 RNA 濃
度の高い順に並べており、上から順に 1 µg/µL、100 ng/µL、10 ng/µL、1 ng/µL、0.1 ng/µL、
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Fig. 2.3  (A）Ca2+振動評価方法  (B) 各パラメータの RNA 濃度との相関 
Ca2+振動開始から 2 時間を範囲とし、以下のパラメータを RNA 濃度との相関で示した。 
・潜時 : RNA インジェクションから Ca2+振動発生までの時間 







































































Table. 2.1  Ca2+振動の各パラメータ値 
sample RNA濃度 例数 Ca2+振動 潜時 (min) 
スパイク間隔 
(min) 
mPLCζ-Venus 1 µg/µL 7 + 19.2 ± 4.5 4.9 ± 4.2 
 
100 ng/µL 6 + 34.4 ± 2.5 8.5 ± 1.0 
 
10 ng/µL 6 + 63.7 ± 2.5 10.7 ± 1.4 
 
1 ng/µL 6 + 113.6 ± 19.7 41.3 ± 6.1 
 
0.1 ng/µL 7 + 172.4 ± 32.0 48.1 ± 2.8 
 
0.01 ng/µL 7 － N.D. N.D. 
 
1 pg/µL 7 － N.D. N.D. 
      
hPLCζ-Venus 100 ng/µL 5 + 17.6 ± 1.9 1.8 ± 0.2 
 
10 ng/µL 5 + 19.2 ± 1.9 6.3 ± 4.5 
 
1 ng/µL 7 + 38.5 ± 5.7 11.4 ± 2.5 
 
0.1 ng/µL 6 + 68.0 ± 5.7 19.8 ± 4.8 
 
0.01 ng/µL 3 + 236.7 ± 77.4 48.9 ± 5.6 
 
1 pg/µL 7 － N.D. N.D. 
 項目“Ca2+振動”列の“+”は Ca2+振動が発生したことを、“－”Ca2+振動が発生しなかっ
たことを示す。項目“潜時”と“スパイク間隔”列に示す数値は 平均値±標準偏差 を表
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Fig. 2.4  RNA 濃度ごとの Ca2+振動第一スパイクの波形とその評価法 
 (A) 第一スパイクの波形を RNA 濃度ごとに示した。(左列は mPLCζ、右列は hPLCζ) 
 (B) 第一スパイクの評価に使用したパラメータの取り方 
  ・ピークの数: 第一スパイクの中に見られたピークの数 















































































Fig. 2.5  RNA 濃度ごとの Ca2+振動第一スパイクのパラメータ評価 























































































































第三章 スプリット変異体による PLCζの分子内ドメイン間相互作用の解析 
3.1. 目的 
 PLCζ の結晶構造はいまだ明らかにされていないが、さまざまな変異体実験の結果と、ζ
に酷似したドメイン構造をもつ PLC デルタ（PLCδ）の構造を基に、Kuroda らによって構
造予想が為されている[15]。 PLCζ は、EF ハンドドメインと C2 ドメイン、X と Y の触媒
作用ドメインがそれぞれに相互作用し、X と Y のリンカー部分（XY-linker）を中心に屈曲
した構造をとって基質 PIP2を挟み込むように作用するものだと考えられている。 





では、まず XY-linker 領域内で PLCζ を分割したスプリット変異体を作製した（Fig. 3.）。






 すべてのスプリット変異体には、N 末側変異体の N 末側には蛍光タンパク質 Venus を、













Fig.3.1  作製したスプリット hPLCζ変異体の一覧 
  最上段には wild type の hPLCζのドメイン構造、アミノ酸番号を示した。各サンプル








3.2.1. スプリット hPLCζ変異体の作製 
3.2.1.1. 翻訳領域の増幅 
0.2 mL PCR チューブに以下の試薬を加え、混合した。 
 High Fidelity PCR component   Total 20 µL / tube 
5×Prime Star® Buffer 
dNTP Mixture 
Prime Star® HS DNA polymerase 
Forward primer 
Reverse primer 
滅菌 Milli-Q  












1. PCR チューブをサーマルサイクラーにセットし、以下の条件で PCR を行った。 
PCR 条件 
 
2. PCR 後の溶液に Loading Buffer を 2.0 µL 加え、1%アガロースゲルを用いて、100 V
で 30 分間電気泳動を行った。 
3. 電気泳動後、アガロースゲルを UV トランスイルミネーターに移し、紫外線を照射、
予想したサイズの PCR 産物のバンドが出ていることを確認した。 
 
Primers sequence Length (bp) Tm (℃) %GC (%)
Name / Band Length hPLCζ(1-304) / 935 bp
Xho-hPLCz1_F AAACTCGAGATGGAAATGAGATGGTTTTTG 30 60 37
hPLCz304-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTATAAGGTTCCTATTTTC 30 63 43
Name / Band Length hPLCζ(305-608) / 939 bp
Kpn-Kz-hPLCz305_F AAAGGTACCGCCACCATGAAGGAAACCCATGAAAG 35 68 49
hPLCz608-Spe_R TTTACTAGTTCTGACGTACCAAACATAAAC 30 57 33
Name / Band Length hPLCζ(1-322) / 989 bp
Xho-hPLCz1_F AAACTCGAGATGGAAATGAGATGGTTTTTG 30 60 37
hPLCz322-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTACTTGTCTTGATTGTCT 30 66 47
Name / Band Length hPLCζ(323-608) / 884 bp
Kpn-Kz-hPLCz323_F AAAGGTACCGCCACCATGAAACAGGGGTAAAAAAG 35 37 46
hPLCz608-Spe_R TTTACTAGTTCTGACGTACCAAACATAAAC 30 57 33
Name / Band Length hPLCζ(1-345) / 1,058 bp
Xho-hPLCz1_F AAACTCGAGATGGAAATGAGATGGTTTTTG 30 60 37
hPLCz345-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTAAATTTTTAGCTTCCTG 30 64 43
Name / Band Length hPLCζ(346-608) / 816 bp
Kpn-Kz-hPLCz346_F AAAGGTACCGCCACCATGGCTCTGGCCTTATCTG 34 71 56
hPLCz608-Spe_R TTTACTAGTTCTGACGTACCAAACATAAAC 30 57 33
Name / Band Length hPLCζ(1-477) / 1,454 bp
Xho-hPLCz1_F AAACTCGAGATGGAAATGAGATGGTTTTTG 30 60 37
hPLCz477-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTATTTTATGTTACTTGGGTTA 33 64 39
Name / Band Length hPLCζ(478-608) / 420 bp
Kpn-Kz-hPLCz478_F AAAGGTACCGCCACCATGGAGGGTATGCCAATTAC 35 69 51
hPLCz608-Spe_R TTTACTAGTTCTGACGTACCAAACATAAAC 30 57 33
Name / Band Length hPLCζ(1-146) / 461 bp
Xho-hPLCz1_F AAACTCGAGATGGAAATGAGATGGTTTTTG 30 60 37



















1 SEG 98℃ 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec
98℃ 10 sec 10 sec 10 sec 10 sec 10 sec 10 sec 10 sec 10 sec 10 sec
55℃ 5 sec 5 sec 5 sec 5 sec 5 sec 5 sec 5 sec 5 sec 5 sec
72℃ 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 1 m 30 s 1 min 1 min
72℃ 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min





4. デジタルカメラでバンドを撮影後、メスを用いて DNA を含むアガロースゲルを切り出
し、1.5 mL チューブに入れ、冷凍保存した。 
 
3.2.1.2. PCR 産物の精製 
MonoFas® DNA 精製キット I（GL sciences）を用いてアガロースゲルからの PCR 産物
の精製を行った。実験手順は 2.2.1.2 の項と同じである。 
 
3.2.1.3. 制限酵素処理 
 制限酵素（Kpn I/ Spe I or Xho I/Not I , by TaKaRa）を用いて、精製した PCR 産物、お
よびプラスミドベクターの制限酵素処理を行った。実験手順は 2.2.1.1.の項と同様である。
使用した DNA、制限酵素、反応液の組成は以下のとおりである。 
 (a) hPLCζ(1-304) , (1-322) , (1-345) , (1-477) , (1-146) への処理 
< 挿入用 DNA >  
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×H Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Xho I ) 
Enzyme ( Not I ) 








< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×H Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Spe I ) 
滅菌 Milli-Q  









(b) hPLCζ(305-608) , (323-608) , (346-608) , (478-608)  への処理 
< 挿入用 DNA >  
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Spe I ) 







< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Spe I ) 
滅菌 Milli-Q  








 制限酵素（Xho I/Not I or Kpn I/Spe I）で処理した PLCζ の翻訳領域とプラスミドベクタ
ーをつなぎ合わせ、大腸菌に形質導入した。つなぎ合わせる挿入用 DNA とベクター DNA
の組合せは、3.2.1.3.の(a) , (b) の項目内にある挿入用 DNA とベクター DNA 同士を合わ
せた。実験手順は 2.2.1.3.と同様である。 
 
3.2.1.5. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 
各 hPLCζ 変異体の、ベクターへの導入を確認するためにコロニーPCR を行った。 
実験手順 




2. Colony PCR component    Total 20 µL / tube 
Go Taq® Green Master Mix  
Forward primer 
Reverse primer 







hPLCζ サブクローニング確認のためのコロニーPCR に用いたプライマーを以下に示す。 
(a) hPLCζ(1-304) , (1-322) , (1-345) , (1-477) , (1-146) 確認用 
 
 
(b) hPLCζ(305-608) , (323-608) , (346-608) , (478-608)  確認用 
 
 
3. PCR チューブをサーマルサイクラーにセットし、それぞれ以下の条件で PCR を行った。 
PCR 条件 
 
4. PCR 後の溶液に Loading Buffer を 2.0 µL 加え、1%アガロースゲルを用いて、100V









Xho-hPLCz1_F AAACTCGAGATGGAAATGAGATGGTTTTTG 30 60 37



















pTNT-SP6_F CTAGCATTTAGGTGACACTATA 22 50 36






























1 SEG 96℃ 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min
96℃ 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec
55℃ 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec 30 sec
72℃ 1 m 20 s 1 m 20 s 1 m 20 s 1 m 20 s 1 m 20 s 1 m 20 s 1 m 20 s 30 sec 45 sec
72℃ 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min









3.2.1.6. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
3.2.2. hPLCζ(147-608)-CFP、hPLCζ(147-608)-Venus の作製 
 hPLCζ(147-608)-CFP の作製は、当研究室でこれより先に作製された hPLCζ 変異体であ
る hPLCζ(147-577)-Venus:pGLS(A21)8T を応用することで作製した。この変異体と
hPLCζ-CFP:pGLS(A21)8T を制限酵素 Kpn I / HindⅢにより処理し、hPLCζ 翻訳領域の前
半部分を置換することでhPLCζ(147-608)-CFP:pGLS(A21)8T  cDNAを作製した。さらに、
hPLCζ(147-608)-CFP と hPLCζ-Venus を制限酵素 Kpn I / Spe I で処理し、hPLCζ 翻訳領












< 挿入用 DNA >  
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( HindⅢ) 
滅菌 Milli-Q  






< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( HindⅢ) 
滅菌 Milli-Q  







3.2.2.2. アガロースゲルからの DNA 精製 
MonoFas® DNA 精製キット I（GL sciences）を用いてアガロースゲルからの DNA 精製
を行った。実験手順は 2.2.1.2 の項と同じである。 
 
3.2.2.3. プラスミドベクターへのサブクローニング 
  制限酵素Kpn I/ HindⅢで処理したPLCζの翻訳領域とプラスミドベクターをつなぎ合
わせ、大腸菌に形質導入した。実験手順は 2.2.1.3.と同様である。 
 
3.2.2.4. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 
hPLCζ 変異体のベクターへの導入を確認するためにコロニーPCR を行った。実験手順は







3.2.2.5. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
3.2.3. hPLCζ/XY-linker および mRFP-hPLCζ/XY-linker  の作製 




 mRFP-hPLCζ/XY-linkerの作製には、XY-linker翻訳領域外の5’側にSpe I、3’側にNot I、
mRFP 翻訳領域外には 5’側に Xho I、3’側に Spe I の制限酵素認識部位を付加したプライマ
ーを使用した。 それぞれ端を同じとする制限酵素切断部位を導入することで、2 種類の挿












pTNT-SP6_F CTAGCATTTAGGTGACACTATA 22 50 36
hPLCz608-Spe_R TTTACTAGTTCTGACGTACCAAACATAAAC 30 57 33
1,476
Temp Time
1 SEG 96℃ 3 min
96℃ 30 sec
55℃ 30 sec









実験手順は 3.2.1.1. と同様である。用いたプライマー、PCR の条件を以下に示す。 
 High Fidelity PCR component   Total 20 µL / tube 
5×Prime Star® Buffer 
dNTP Mixture 
Prime Star® HS DNA polymerase 
Forward primer 
Reverse primer 
滅菌 Milli-Q  
Template DNA - hPLCζ:pGLS(A21)8T ( 1 ng/µL ) ※(c) 








  ※各種変異体作製に用いたプライマーを以下に示す 




PCR 条件  ※(c) , (d) 共通条件で行った。 
 
 
Primers sequence Length (bp) Tm (℃) %GC (%)
Name / Band Length [Kpn]-hPLCz(304-345)-[Not]  /  155 bp
Kpn-Kz-hPLCz305_F AAAGGTACCGCCACCATGAAGGAAACCCATGAAAG 35 68 49
hPLCz345-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTAAATTTTTAGCTTCCTG 30 64 43
Name / Band Length [Spe]-hPLCz(304-345)-[Not]  /  146 bp
Spe-hPLCz305_F AAAACTAGTAAGGAAACCCATGAAAG 26 55 35
hPLCz345-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTAAATTTTTAGCTTCCTG 30 64 43
Primers sequence Length (bp) Tm (℃) %GC (%)
Name / Band Length [Xho]-mRFP-[Spe] / 698 bp
Xho-Kz-mRFP_F AAACTCGAGCCACCATGGCCTCCTCCGAG 29 70 62
mRFP-Spe_R AAAACTAGTGGCGCCGGTGGAGTGG 25 67 60
Temp Time











 制限酵素（Kpn I/ Not I , Xho I/Spe I , Spe I/Not I , Xho I/Not I, by TaKaRa）を用いて、
精製した PCR 産物、およびベクターの制限酵素処理を行った。実験手順は 2.2.1.1.と同様
である。用いた制限酵素と DNA、反応液の組成を以下に示す。 
 (e) hPLCζ/XY-linker:pGLS(A21)8T 
< 挿入用 DNA >  
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Not I ) 
滅菌 Milli-Q  






< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 
Enzyme ( Kpn I ) 
Enzyme ( Spe I ) 
滅菌 Milli-Q  







< 挿入用 DNA ① >  
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×H Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Xho I ) 
Enzyme ( Spe I ) 
滅菌 Milli-Q  










< 挿入用 DNA ② >  
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×H Buffer 
Enzyme ( Spe I ) 
Enzyme ( Not I ) 
滅菌 Milli-Q  






< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×H Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Xho I ) 
Enzyme ( Not I ) 
滅菌 Milli-Q  









 制限酵素 Kpn I/ Not I , Xho I/Spe I , Spe I/Not I , Xho I/Not I で処理した各挿入用 
DNA とベクター DNA をつなぎ合わせ、大腸菌に形質導入した。 
1. 1.5 mL チューブにゲルから精製した (f) の挿入用 DNA 4.0 µL とベクター DNA 1.0 
µL をとった。別の 1.5 mL チューブには (e) の挿入用 DNA ① 2.0 µL と挿入用 DNA 
② 2.0 µL、ベクター DNA  1.0 µLをとった。 それぞれのチューブにLigation Mix 5.0 
µL を加えよく混合し、5 分間 25℃でインキュベートした。 
2. Competent Cell 100 µL に入れ、30 分間氷冷した。 
3. 42℃のブロックインキュベーターで 45 秒間インキュベートした。 





6. 37℃、Over night でインキュベートした。 
7. 大腸菌コロニーが形成されたことを確認後、火炎滅菌した爪楊枝でコロニー1 つをピッ
クアップし、500 µL の LB+Amp 溶液に入れ、37℃で 4 時間振盪培養した。 
 
3.2.3.4. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 
hPLCζ 変異体のベクターへの導入を確認するためにコロニーPCR を行った。実験手順は
3.2.1.5. と同様である。用いたプライマー、PCR 条件を以下に示す。 






3.2.3.5. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大




Primers sequence Length (bp) Tm (℃) %GC (%)
pTNT-SP6_F CTAGCATTTAGGTGACACTATA 22 50 36
hPLCz345-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTAAATTTTTAGCTTCCTG 30 64 43
hPLCz(304-345) mRFP-hPLCz(304-345)
Band length (bp) 204 875
Temp Time










3.2.4. cRNA の合成 
 mMSSEAGE mMACHINE® Kit（Ambion）を用いて、付属の説明書に従って cDNA か
ら cRNA を合成した。 
実験手順 
1. 1.5 ml チューブに以下の試薬を入れ穏やかに混合し、37℃、over night で培養した。 
Restriction Enzyme component    Total 50 µL / tube 
10×K Buffer  
Enzyme (BamH I ) 
Template DNA（1 µg/µL）- hPLCζ スプリット変異体 





2. サンプルに ProK（1 mg/ml）を加え混合した後、50℃で 30 分間インキュベートした。 
3. Buffer ERC を 300 µL 加え、軽く混合した。 
4. 2 ml コレクションチューブにスピンカラムを乗せ、サンプルの全量を加えた。 
5. 15,000 rpm、25℃、1 分間遠心分離した。 
6. 上澄み液を捨て、同じコレクションチューブにスピンカラムを乗せ、15,000 rpm、25℃
で 1 分間遠心分離した。 
7. スピンカラムを新しい 1.5 ml チューブに乗せ、DPEC treated Water 10 µL をスピン
カラムの中心に加え、1 分間静置した。 
8. 15,000 rpm、25℃で 1 分間遠心分離した。 
9. 精製された DNA サンプルのうち、電気泳動用に 1 µL、濃度測定用に 1 µL 用いた。 







11. 1.5 ml チューブに以下の溶液を順に加え、穏やかに混合した。 
Component    Total  10 µL / tube 
2×NTP/CAP  
10×Reaction Buffer  
Linearized Plasmid  DNA 
10×Enzyme Mix 
H2O（RNase free） 
5 µL  
1 µL  
0.5 µg 
1 µL 
To 10 µL 
12. 37℃で 2 時間インキュベートした。 
13. TURBO DNase  1 µL を加え、37℃、30 分間インキュベートした。 
14. DPEC treated Water 90 µL、Buffer RLT 350 µL を加え、よく混合した。 
15. 100 % EtOH  250 µL を加え、ピペッティングによりよく混合した。 
16. RNeasy スピンカラムにサンプルの全量を移した。 
17. 10,000 rpm、室温で 15 秒、遠心分離した。 
18. デカントで上澄み液を捨て、新しい 2 ml コレクションチューブに RNeasy スピンカラ
ムを乗せた。 
19. Buffer RPE 500 µL をスピンカラムに乗せた。 
20. 10,000 rpm、室温で 15 秒間遠心分離した。 
21. 80% EtOH 500 µL をスピンカラムに加え、10,000 rpm、2 分間、室温で遠心分離した。 
22. デカントで上澄み液を捨て、新しい 1.5 ml チューブにスピンカラムを乗せた。 
23. スピンカラムの中心に DPEC treated Water  15 µL 加え、1 分間静置した。 
24. スピンカラムの蓋を閉めて、15,000 rpm、室温で 1 分間遠心分離した。 
25. 得られた RNA サンプルのうち、電気泳動用、濃度測定用に 1 µL ずつ用いた。 
26. 得られた RNA サンプルに rRNsin 1 µL を加えた。 





3.2.5. スプリット変異体 cRNA の混合 
 各スプリット hPLCζ 変異体を共発現させるため、目的とする組合せで 2 種以上のスプリ
ット cRNA を混合した。 
1. cRNA を自然解凍した後、150 KCl で希釈し 100 ng/µL の cRNA を調整した。 
2. 共発現させる組合せで 100 ng/µL の cRNA を用意、5 µL ずつ採り混合することで濃度
比 1:1 の混合 RNA を調整した。 
3. 上記 100 ng/µLの混合 cRNAを 5 µLに、45 µLのKClを加えることで 1/10希釈した。 
4. 同様に 1/10 希釈を繰り返し、100 ng/µL, 10 ng/µL, 1 ng/µL の混合 cRNA を調製し、
-80℃で冷凍保存した。 
 
3.2.6. スプリット PLCζ 変異体の誘発する Ca2+振動と細胞内局在の観察 




 実験手順は 2.2.4.1.に同じである 
 
3.2.6.2. マイクロインジェクション 
-80℃で保存していた各種 hPLCζスプリット変異体 cRNAを 85℃で 3分間インキュベー
トした後、氷冷した。 2.2.4.2.と同様の手順で cRNA をマウス卵にインジェクションした。 
 
3.2.6.3. Ca2+振動の測定 
 2.2.4.3. と同様に、340 nmと 380 nmの二波長励起で fura-2の蛍光測定、解析を行った。
測定間隔は 30 秒、測定時間は 8 時間である。 
53 
 






3.2.7. mRFP-PLCζ/XY-linker の細胞内局在の観察 
 3.2.6.と同様に、cRNA のインジェクション、Ca2+振動を 8 時間測定し、Venus と CFP
の蛍光測定を行った後、共焦点レーザースキャン顕微鏡（Carl Zeiss）で mRFP の蛍光測
定を行い、XY-linker の細胞内局在を調べた。画像解析には Carl Zeiss 社ホームページより
ダウンロードした画像閲覧ソフト ”ZEN lite” を用いた。 
 mRFP は励起波長 584 nm、蛍光波長 607 nm の蛍光タンパク質である。測定は、波長
561 nm の DPSS レーザーで励起し、568 -712 nm の波長域の蛍光を検出した。 
 
3.3. 結果と考察 
スプリット hPLCζ 変異体の共発現の組合せと、その際の表記を Fig.3.2 に示した。スプ






観察対象 励起光源 励起フィルター ダイクロイックミラー 蛍光フィルター 対物レンズ
340 AF15
380 AF15
Venus 490 DF20 505 DRLP 535 AF26
CFP 430 BP20 455 DRLP 480 DF60
fura 2
Xeランプ 20倍





Fig. 3.2 スプリット変異体の共発現の組合せとその表記 
  各模式図左の記述は、wild type hPLCζ のアミノ酸番号をであり“+”表記の前後のス
プリット変異体を共発現させたことを示す。(B) の模式図中に見られる破線の四角形は、
wild type に対し、その部分が欠失した組合せであることを示す。表記中の Δ 以降の数値は









3.3.1. PLCζ 分子内ドメイン間相互作用の解析 
 XY-linker 領域には三通りの分割点を用意し、制御モジュール挿入可能箇所を探った。 ま
ず、XY-linker で分割した変異体のいずれも単独発現では Ca2+振動誘発活性を呈さなかった
（Table.3.1）。[1-304]+[305-608], [1-322]+[323-608], [1-345]+[346-608]の組合せ（Fig.3.2 
(A)）で共発現させたところ、いずれの組合せでも Ca2+振動は誘起され、Ca2+振動誘導活性
に差は見られなかった(Fig. 3.4)。これは、分割した変異体が対となる変異体とヘテロ二量
体を形成するためであり、それは hPLCζ の分子内相互作用によるものだと考えられる。 こ
のことから、各ドメイン間で分割したスプリット変異体を作製し、同様の実験を行うこと
で hPLCζ の分子内ドメイン間相互作用を解析できると考え、これを検証した。  




[1-304]+[305-608]らと同等の活性を呈した(Fig. 3.4)。 この結果より、C2 ドメインが EF
ドメインだけでなく Y ドメインとも相互作用していることが示唆された。 
[1-146]+[147-608]の実験ではこれまでの結果とは異なり、hPLCζ(147-608)の単独発現でも
単発性の Ca2+スパイクが確認された。その一方で、共発現させても活性の回復は見られな
かった（Fig. 3.3）。 これより、hPLCζ では EF-X 間の相互作用はほとんどなく、非常に低
































Table. 3.1. スプリット hPLCζ変異体の単独発現時の Ca2+振動誘発活性 
 
濃度 例数 Ca2+振動 潜時 (min) 
スパイク間隔 
(min) 
Venus-hPLCz(1-304) 100 ng/µL 9/9 － N.D. N.D. 
Venus-hPLCz(1-322) 100 ng/µL 4/4 － N.D. N.D. 
Venus-hPLCz(1-345) 100 ng/µL 4/4 － N.D. N.D. 
Venus-hPLCz(1-477) 100 ng/µL 4/4 － N.D. N.D. 
Venus-hPLCz(1-146) 100 ng/µL 5/5 － N.D. N.D. 
hPLCz(305-608)-CFP 100 ng/µL 3/3 － N.D. N.D. 
hPLCz(323-608)-CFP 100 ng/µL 3/3 － N.D. N.D. 
hPLCz(478-608)-CFP 100 ng/µL 4/4 － N.D. N.D. 
hPLCz(147-608)-CFP 100 ng/µL 2/3 + 270.3 ± 88.03 50.83 ± 38.25 
hPLCz(147-608)-Venus 100 ng/µL 7/13 + 102.1 ± 18.30 55.2 ± 17.84 
 
10 ng/µL 5/5 － N.D. N.D. 
hPLCz(305-345) 100 ng/µL 4/4 － N.D. N.D. 
mRFP-hPLCz(305-345) 100 ng/µL 5/5 － N.D. N.D. 
 項目“Ca2+振動”列の“+”は Ca2+振動が発生したことを、“－”Ca2+振動が発生しなかっ
たことを示す。項目“潜時”と“スパイク間隔”列に示す数値は 平均値±標準偏差 を表












Table. 3.2. スプリット hPLCζ変異体の共発現時の Ca2+振動誘発活性 
 
RNA 濃度 例数 Ca2+振動 潜時 (min) スパイク間隔 (min) 
[1-304]+[305-608] 100 ng/µL 10 + 28.5 ± 3.46 5.20 ± 2.97 
 
10 ng/µL 7 + 107.60 ± 11.79 26.0 ± 8.19 
 
1 ng/µL 6 － N.D. N.D. 
      
[1-322]+[323-608] 100 ng/µL 8 + 47.81 ± 8.60 8.85 ± 3.71 
 
10 ng/µL 7 + 172.64 ± 51.67 33.03 ± 8.63 
 
1 ng/µL 4 － N.D. N.D. 
      
[1-345]+[346-608] 100 ng/µL 14 + 52.21 ± 8.15 12.12 ± 5.18 
 
10 ng/µL 8 + 274.79 ± 56.96 37.78 ± 10.40 
 
1 ng/µL 7 － N.D. N.D. 
      
[1-477]+[478-608] 100 ng/µL 8 + 34.81 ± 4.37 7.90 ± 1.14 
 
10 ng/µL 9 + 131.17 ± 20.86 33.00 ± 10.27 
 
1 ng/µL 8 － N.D. N.D. 
      
[1-146]+[147-608] 100 ng/µL 3 + 335.3 ± 123.7 N.D. 
      
[1-304]+[323-608] 100 ng/µL 9 + 46.22 ± 5.70 7.77 ± 3.22 
(Δ305-322) 10 ng/µL 10 + 182.50 ± 30.67 33.02 ± 15.28 
 
1 ng/µL 5 － N.D. N.D. 
      
[1-322]+[346-608] 100 ng/µL 8 + 69.31 ± 10.50 25.05 ± 9.42 
(Δ323-345) 10 ng/µL 7 － N.D. N.D. 
      
[1-304]+[346-608] 100 ng/µL 5 + 57.00 ± 19.84 16.06 ± 6.38 
(Δ305-345) 10 ng/µL 4 － N.D. N.D. 
      
[1-304]+[305-345] 
+[346-608] 
100 ng/µL 8 + 86.31 ± 11.31 34.52 ± 7.66 
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3.3.2. XY-lnker 領域が Ca2+振動誘発能に与える影響 
 次に、XY-linker 領域内で欠損が生じるように共発現の組合せを変えて同様の実験を行っ
た(Fig.3.2 (B))。 この結果、Δ305-322 の組合せでは先の三通りの共発現と変わらない Ca2+
振動誘発活性を呈したが、Δ323-345 とこれを含むΔ305-345 では活性の低下が確認された




の可能性は否定された（Table.3.2 ; Fig. 3.7.）。 XY-linker にはリシンが豊富に存在する領
域がある。この正に荷電した領域が基質となる PIP2が豊富に存在する負に荷電した領域へ
と PLCζ を誘導し、基質との遭遇率を高めていると考えられている[25][26]。 この領域は
hPLCζ では 323-345 に存在する。 Δ305-345 とΔ323-345 で活性が低下したのはこのため
だと考えられる。 これらの結果より、XY-linker 領域の、とくにアミノ酸 323-345 の領域
が hPLCζ の酵素活性にとって重要な働きを持つこと、305-322 の領域は活性への寄与が小


























































Fig.3.6  XY リンカーを欠損、補填する組の共発現による Ca2+振動 
   各グラフの縦軸は、二波長励起によって得た fura2 の蛍光強度の比（F340 / F380）、横軸
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3.3.3. PLCζ/XY-linker の細胞内局在 
各変異体に連結した蛍光タンパク質により、上記の性質に加えて細胞内局在を確認した。 
Fig.3.8 (A) に示すとおり、XY-linker で分割した変異体のうち、hPLCζ(305-608)と
hPLCζ(323-608)でのみ前核への局在が確認された。 XY-linker 領域(aa.305-345)に前核移
行シグナル配列があるものだと考えられるが、これを含む N 末側変異体 hPLCζ(1-345)では
前核移行能が確認されなかった。 Fig.2.1 (B) に示したように、hPLCζ-wild type は前核移
行能をもたないとされており、今回得られたような前核移行能を示した報告は未だない。 
図に示していないが、各スプリットを単独発現させただけの Ca2+振動未発生卵では、いず
れの変異体も細胞質中に均一に分布した。 核移行シグナル配列が XY-linker 領域にあるの
かを検証するため、mRFP-hPLCζ/XY-linker (hPLCζ(305-345))で同様の実験を行い、mRFP
























           
[305-608]   [323-608]   [346-608]       [478-608] [147-608] 
(B) 
                  mRFP        明視野像    
 
Fig.3.8  スプリット hPLCζ変異体の細胞内局在 
 （A）N 末側、C 末側変異体の細胞内局在 
 画像はそれぞれ括弧内に示した蛍光タンパク質の蛍光像である。hPLCζ(305-608)、
hPLCζ(323-608) のみ前核への局在を示した。 
 （B）mRFP-hPLCζ/XY-linker の細胞内局在 
 共焦点レーザースキャン顕微鏡にて撮影したmRFP-hPLCζ/XY-linkerの蛍光像であ
る。XY-linker は前核への局在を示した。 





第四章 LOV ドメイン挿入型 PLCζ 変異体の作製 
4.1. 目的 
 本項では、光応答性モジュールを hPLCζ に組み込み、光制御型 hPLCζ 変異体の実現を
目的とする。第三章の実験結果より、適切な箇所で分割した hPLCζ 変異体を会合させると
酵素能が回復することを確認し、酵素能を失わずに分割点に光応答性モジュールの挿入す
ることは可能と期待される。PLCζ の触媒機能は XY ドメインからなるバレル構造にあり、
XY リンカー領域での屈曲によりこの構造が形成されていると考えられる。我々は、XY リ




 光制御型 hPLCζ を作製するに当たり、使用する光応答性モジュールには LOV ドメイン
を採用した。 LOV ( Light Oxygen and Voltage )ドメインは、植物タンパク質フォトトロ
ピンが持つドメイン構造であり、植物の光応答(光合成、光屈性)に関わっている。LOV ド
メインは青色光(λmax=450 nm)を感受して構造変化を起こす[28][29]。暗下では LOV ドメイン
は β シートと Jα へリックスとが結合した剛直な構造をとっている。青色光照射により、補
酵素フラビンモノヌクレオチドとLOVドメイン内のシステイン残基との間に共有結合が形
成され LOV ドメイン内 β シートが構造変化、Jα へリックスが β シートから解離、そのへ
リックス構造がほどけてフレキシブルなペプチド鎖となる[32]（Fig.4.1 (B)）。 この LOV ド
メインの構造変化は、タンパク質の立体構造を大きく変えるものであり、これを用いた光
応答性キメラタンパクの実例も多数報告されている[30][31][33][34]。 本研究では、この LOV ド









Fig.4.1 (A) LOV ドメインの構造変化の概略 (B) LOV 挿入型 hPLCζ の分子設計モデル 
 (A) LOV ドメインは暗下では剛直な構造（左）をとるが、青色光照射により Jαへリッ
クス(図中赤色の部分)が解け、フレキシブルなポリペプチド鎖となる（右）。( Zayner JP, 
Sosnick TR. 2014 より改変.) 
 (B) LOV ドメインを hPLCζの XY リンカー部に挿入した変異体を作製する。暗下では剛










4.2.1. AsLOV2 ドメインのクローニング 
実験手順 
1.  Avena Sativa 由来の LOV2 (AsLOV2) を含むプラスミド DNA を持った菌株か
ら、白金耳を用いて LB+Amp プレート上に画線培養を行い、37℃、overnight で培
養した。 
2.  翌日、火炎滅菌した爪楊枝でコロニーをピックアップし、500 µL の LB+Amp 培
地にて 37℃で 7 時間振盪培養した。 
3. Wizard Plus Midipreps (by promega) を用いて、培養した大腸菌からプラスミド
DNA を精製した。 精製の際の実験手順は 2.1.1.4.に同じである。 
 
元のプラスミド DNA には AsLOV2 翻訳領域外に Spe I / BamH I の制限酵素認識部位が
組み込まれていたので、制限酵素 Spe I / BamH I で処理し、予測値に一致するバンドが確
認されるかを以て目的 DNA の精製を確認した。さらに、切出された AsLOV2 ドメインを、
同じ制限酵素 Spe I / BamH I で処理したプラスミドベクターpBluescriptⅡKS(+) ( pBSⅡ
KS(+) ) に乗せかえた。 
 
4.2.2.2. 制限酵素処理 








< 挿入用 DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×K Buffer 
Enzyme ( Spe I ) 
Enzyme ( BamH I ) 
滅菌 Milli-Q  







< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×K Buffer 
Enzyme ( Spe I ) 
Enzyme ( BamH I ) 
滅菌 Milli-Q  







4.2.2.3. アガロースゲルからの DNA 精製 
MonoFas® DNA 精製キット I（GL sciences）を用いてアガロースゲルからの DNA 精製
を行った。実験手順は 2.1.1.2 の項と同じである。 
 
4.2.2.4. プラスミドベクターへのサブクローニング 
  制限酵素 Spe I / BamH I で処理した PLCζ の翻訳領域とプラスミドベクターをつなぎ
合わせ、大腸菌に形質導入した。実験手順は 2.1.1.3.と同様である。 
 
4.2.2.5. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 
AsLOV2 のベクターへのサブクローニングを確認するためにコロニーPCR を行った。実








4.2.2.6. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.1.1.4.に同じである。 
 
4.2.2. AsLOV2 ドメイン変異体の作製 
 AsLOV2 を hPLCζ に挿入するため、PCR により LOV2 ドメイン翻訳領域末端の 5’側に
Xba I、3’側に SacⅡの制限酵素認識部位を付与した。図に示すように、LOV2 ドメインの
塩基配列をこれらの制限酵素認識配列に置換しておくことで、LOV2 ドメインのアミノ酸配
列を変えることなく hPLCζ へと挿入することができる。 PCR 後のサンプルを Xba I / Sac
Ⅱで処理し、同処理を行ったプラスミドベクターpBSⅡSK(+)へと載せ替え、LOV2(Xba 
















pBSII-M13_F TGTAAAACGACGGCCAGTGAG 21 59 52
pBSII-M13_R CAGGAAACAGCTATGACCATG 21 55 48
665
Temp Time














Fig.4.2  LOV ドメイン変異体作製スキーム 
   (A) 変異体作製手順の概略 
  (B) XbaI/SacⅡ制限酵素認識領域導入の方法 





 実験手順は 3.2.1.1.と同様である。用いたプライマーと、PCR 条件を以下に示す。







4.2.2.2. PCR 産物の精製 
MonoFas® DNA 精製キット I（GL sciences）を用いてアガロースゲルからの PCR 産物
の精製を行った。実験手順は 2.2.1.2 の項と同じである。 
 
4.2.2.3. 制限酵素処理 
 実験手順は 2.2.1.1.と同様である。用いた制限酵素と DNA、反応液の組成は以下のとお
りである。 
< 挿入用 DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×T Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Xba I ) 
Enzyme ( SacⅡ) 



















Xba-LOV409_F AAATCTAGAACGTATTGAGAAGAAC 25 53 32
LOV535-SacII_R TTTCCGCGGTTTTCTTAATCAGCATGAC 28 62 43
395 [Xba]-LOV2-[SacⅡ]
Temp Time










< ベクター DNA > 
Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×T Buffer 
10×BSA 
Enzyme ( Xba I ) 
Enzyme ( SacⅡ) 
滅菌 Milli-Q  









制限酵素 Xba I / SacⅡで処理した AsLOV2 の翻訳領域とプラスミドベクターをつなぎ合
わせ、大腸菌に形質導入した。実験手順は 2.2.1.3.と同様である。 
 
4.2.2.5. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 
AsLOV2 のベクターへのサブクローニングを確認するためにコロニーPCR を行った。実














pBSII-M13_F TGTAAAACGACGGCCAGTGAG 21 59 52
pBSII-M13_R CAGGAAACAGCTATGACCATG 21 55 48
597
Temp Time










4.2.2.6. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
4.2.2.7. 点変異（G528A）の導入 






 PrimeSTAR® Mutagenesis Basal Kit ( by TaKaRa) を用い、付属の説明書に従って
AsLOV2 ドメイン点変異体を作製した。実験手順は 3.2.1.1.と同様であるが、PCR 組成、
PCR 条件が異なる。それらと、使用したプライマーを以下に示す。 
PrimeSTAR® Max PCR Component    Total 20 µL / tube 
2×Prime Star® Max Premix 





















LOV-G528A_OL1 AGAGAGGCAGTCATGCTGATTAAGAAAACCGCG 33 67 48





 PCR 後の反応液から 5 µL、10 µL を 0.2 mL チューブにとり、これらに 2 µL の Loading 
Buffer を加え、1%アガロースゲルを用いて 100 V で 30 分間電気泳動を行った。 
 
4.2.2.7.2. プラスミドベクターへのサブクローニング 
  PrimeSTAR® Mutagenesis Basal Kit を用いた PCR 産物は精製・制限酵素処理無しでト
ランスフォーメーションすることができる。 PCR 後の反応液 2 µL をそのままコンピテン
トセルに加えた点以外、実験手順は 2.2.1.3 に同じである。 
 
4.2.2.7.3. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 























pBSII-M13_F TGTAAAACGACGGCCAGTGAG 21 59 52
LOV-G528A_R GTTTTCTTAATCAGCATGACTG 22 51 36
516 LOV2(G528A)
Temp Time










4.2.2.7.4. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
4.2.3. As LOV2 ドメイン挿入用 PLCζ 変異体の作製 
LOV2 ドメイン挿入予定箇所に制限酵素認識部位（Xba I/SacⅡ）を与えた hPLCζ 変異
体( hPLCζ(XbaI/SacI/SacⅡ) ) を作製した。 まず N 末側・C 末側の二つに分けて変異体
を作製し、これらをつなぎ合わせることで Xba I/SacⅡの制限酵素認識部位を持つ変異体
を作製した。 N 末側変異体には Xba I、C 末側変異体には SacⅡの制限酵素認識配列をそ
れぞれに持たせ、さらに、つなぎ合わせるために Sac I の認識配列を両方に持たせた。 用
いたプライマーには各制限酵素認識配列に加え、LOV2 ドメインの 5’側末端、3’側末端そ
れぞれの塩基配列を forward と reverse プライマーのそれぞれに持たせ、LOV2 挿入時に

















Name / Band Length Kpn-hPLCz(1-303)-SacI / 950 bp
Kpn-Kz-hPLCz1_F AAAGGTACCGCCACCATGGAAATGAGATGGTTTTTG 36 37 44
hPLCz303-LOV-Xba-SacI_R TTTGAGCTCTCTAGAGTAGTAGCCAAGGTTCCTATTTTCTTATTTTTAAC 50 65 34
Name / Band Length SacI-hPLCz(326-608)-NotI / 896 bp
SacI-SacII-LOV-hPLCz327_F AAAGAGCTCCCGCGGAAGAGATTGATGAGGCGGCGAAAAAGTTACCTGGAGTAATG 56 75 50








 実験手順は 2.2.1.1.と同様である。用いた制限酵素と DNA、反応液の組成は以下のとお
りである。 
< 挿入用 DNA >  
(g) Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×L Buffer 2.0 µL 
Enzyme ( Kpn I ) 0.5 µL 
Enzyme ( Sac I ) 0.5 µL 
滅菌 Milli-Q  8.0 µL 
PCR product / [Kpn]-hPLCz(1-303)-[SacI] 9.0 µL 
(h) Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 2.0 µL 
10×BSA 2.0 µL 
Enzyme ( Not I ) 0.5 µL 
Enzyme ( Sac I ) 0.5 µL 
滅菌 Milli-Q  6.0 µL 
















(i) Restriction Enzyme component    Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 2.0 µL 
10×BSA 2.0 µL 
Enzyme ( Kpn I ) 0.5 µL 
Enzyme ( Not I ) 0.5 µL 
滅菌 Milli-Q  14.0 µL 
DNA / hPLCζ:pGLS(A21)8T ( 1.0 µg/µL ) 1.0 µL 
 
4.2.3.3. プラスミドベクターへのサブクローニング 
制限酵素処理後の DNA( g,h,i ) をつなぎ合わせ、コンピテントセルに形質導入した。 
DNAつなぎ合わせに関して、DNA sample (g) と (h) は2.0 µLずつ、(i) は1.0 µL、Ligation 
mix (by TaKaRa) は 5.0 µL という混合組成で行った。これ以外の実験手順は 2.2.1.3.と同
様である。 
 
4.2.3.4. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 














pTNT-SP6_F CTAGCATTTAGGTGACACTATA 22 50 36
hPLCz608-Spe_R TTTACTAGTTCTGACGTACCAAACATAAAC 30 57 33
1,894
Temp Time
1 SEG 96℃ 3 min
96℃ 30 sec
55℃ 30 sec







4.2.3.5. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
4.2.4. As LOV2 ドメイン挿入型 PLCζ変異体の作製 
 hPLCζ(XbaI/SacI/SacⅡ):pGLS(A21)8T、LOV2(XbaI/SacⅡ)-G528A:pBSⅡSK(+)を制限
酵素 Xba I / SacⅡで処理し、それらをつなぎ合わせることで LOV ドメイン挿入型 PLCζ
変異体（ AsLOV2(G528A/N538E)@hPLCζ(304-325):pGLS(A21)8T ）を作製した（Fig.4.3）。 
また、この変異体を作製後、hPLCζ-Venus:pGLS(A21)8T とともに制限酵素 Kpn I / Hind
Ⅲで処理し、LOV2 ドメインを含んだ hPLCζ前半領域を wild type の相同領域と置換する








Fig.4.3  LOV 挿入型 hPLCζ 作製のスキーム 
 hPLCζ 内に制限酵素（Xba I と Sac II）認識部位を組み込む。この操作を行う PCR では、
LOV ドメインの末端と各制限酵素認識部位を組み込んだプライマーを用いる。LOV ドメイ
ンの末端と制限酵素認識部位が組み込まれた hPLCζ 変異体と、点変異を加えた LOV ドメ
インをつなぎ合わせると、作製される変異体内で LOV ドメイン末端が補完され、完全な











 実験手順は 2.2.1.1.と同様である。用いた制限酵素と DNA、反応液の組成は以下のとお
りである。 
<挿入用 DNA> 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×T Buffer 2.0 µL 
10×BSA 2.0 µL 
Enzyme ( SacⅡ) 0.5 µL 
Enzyme ( Xba I ) 0.5 µL 
滅菌 Milli-Q  11.0 µL 
DNA / LOV2(XbaI/SacⅡ)-G528A:pBSⅡSK(+) (1 µg/µL) 3.0 µL 
<ベクター DNA> 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×T Buffer 2.0 µL 
10×BSA 2.0 µL 
Enzyme ( SacⅡ) 0.5 µL 
Enzyme ( Xba I ) 0.5 µL 
滅菌 Milli-Q  14.0 µL 
DNA / hPLCζ(XbaI/SacI/SacⅡ):pGLS(A21)8T (1 µg/µL) 1.0 µL 
 
4.2.4.2. プラスミドベクターへのサブクローニング 
制限酵素Xba I / SacⅡで処理したhPLCζの翻訳領域とプラスミドベクターをつなぎ合わ
せ、大腸菌に形質導入した。実験手順は 2.2.1.3.と同様である。 
 
4.2.4.3. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 











pTNT-SP6_F CTAGCATTTAGGTGACACTATA 22 50 36






4.2.4.4. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
4.2.4.5. 制限酵素処理（Venus 付き AsLOV 挿入型 hPLCζ 変異体の作製） 
実験手順は 2.2.1.1.と同様である。 用いた制限酵素と DNA、反応液の組成は以下のとお
りである。 
<挿入用 DNA> 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 2.0 µL 
Enzyme ( Kpn I ) 0.5 µL 
Enzyme ( HindⅢ) 0.5 µL 
滅菌 Milli-Q  16.0 µL 
DNA / AsLOV2(G528A/N538E)@hPLCζ(304-325):pGLS(A21)8T (1 µg/µL) 1.0 µL 
<ベクター DNA> 
Restriction Enzyme component   Total 20 µL / tube 
10×M Buffer 2.0 µL 
Enzyme ( Kpn I) 0.5 µL 
Enzyme ( HindⅢ) 0.5 µL 
滅菌 Milli-Q  16.0 µL 
DNA / hPLCζ-Venus:pGLS(A21)8T (1 µg/µL) 1.0 µL 
Temp Time
1 SEG 96℃ 3 min
96℃ 30 sec
55℃ 30 sec








 制限酵素Kpn I / HindⅢで処理した hPLCζの翻訳領域とプラスミドベクターをつなぎ合
わせ、大腸菌に形質導入した。実験手順は 2.2.1.3.と同様である。 
 
4.2.4.7. コロニーPCR によるサブクローニングの確認 
 実験手順、使用したプライマー、PCR 条件はすべて本章 4.2.4.3 の項に同じである。 
 
4.2.4.8. プラスミド DNA の精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（promega）を用いて、培養した大
腸菌からプラスミド DNA を精製した。実験手順は 2.2.1.4.に同じである。 
 
4.2.5. cRNA の合成 
 MSSEAGE mMACHINE® Kit（Ambion）を用い、付属の説明書に従って
AsLOV2(G528A/N538E)@hPLCζ(304-325):pGLS(A21)8T 、および
AsLOV2(G528A/N538E)@hPLCζ(304-325)-Venus:pGLS(A21)8T の各 cDNA からそれぞ
れの cRNA を合成した。実験手順は 3.2.4.と同様である。 
 
4.2.6. 非活性化条件下でのマウス卵細胞発現時 Ca2+振動の観察 
 LOV2 ドメインは青色光を感受することで構造変化を起こす。 本実験の狙いは、LOV2
ドメインの構造変化機構を利用しての hPLCζ の酵素活性の光制御である。本項では、不活







 実験手順は 2.2.4.1.に同じである 
 
4.2.6.2. マイクロインジェクション 
-80℃で保存していた cRNA を 85℃で 3 分間インキュベートした後、氷冷した。 2.2.4.2.
と同様の手順で cRNA をマウス卵にインジェクションした。 
 
4.2.6.3. Ca2+振動の測定 
 2.2.4.3. と同様に、340 nmと 380 nmの二波長励起で fura-2の蛍光測定、解析を行った。













観察対象 励起光源 励起フィルター ダイクロイックミラー 蛍光フィルター 対物レンズ
340 AF15
380 AF15
Venus 490 DF20 505 DRLP 535 AF26
Xeランプ 20倍
fura 2 400 DCLP 510 AF23
85 
 
4.2.7. 活性化条件下でのマウス卵細胞発現時 Ca2+振動の観察 
 本項では、光により変異体の酵素活性が制御可能であるかを調査した。 LOV ドメインの
構造変化を誘起する至適条件は波長 448 nm の光である。実験では、励起フィルター
430BP20 を用いて波長 430 nm の光を照射した。光を照射せず非活性化条件下で測定を行
った後、LOV 挿入型 hPLCζ 変異体に特定波長の光を照射、LOV ドメインの光応答を誘起




 実験手順は 2.1.4.1.に同じである 
 
4.2.7.2. マイクロインジェクション 
-80℃で保存していた cRNA を 85℃で 3 分間インキュベートした後、氷冷した。 2.1.4.2.
と同様の手順で cRNA をマウス卵にインジェクションした。 
 
4.2.7.3. Ca2+振動の測定 
 2.2.4.3. と同様に、340 nmと 380 nmの二波長励起で fura-2の蛍光測定、解析を行った。
測定間隔は 30 秒、測定時間は 8 時間である。LOV ドメインの光応答を避けるため、測定
する顕微鏡のステージとその周辺、測定用 PC ディスプレイをアルミホイルで覆って遮光し、
実験室を完全に消灯した状態で測定を行った。 
 3 時間、光を照射せず非活性化条件で fura2 の蛍光測定を行った後、測定間隔である 30
秒間に励起フィルター430BP20 を用いて波長 430 nm の光を照射し続ける設定に切り替え


























観察対象 励起光源 励起フィルター ダイクロイックミラー 蛍光フィルター 対物レンズ
340 AF15
380 AF15
Venus 490 DF20 505 DRLP 535 AF26
Xeランプ 20倍




4.3.1. 暗条件下での光活性化型 PLCζ 変異体の評価 
 非活性化（光照射無）条件下でも LOV 挿入型 hPLCζ変異体は Ca2+振動誘発活性を示し
たため、順に RNA 濃度を下げていき非活性化条件下におけるこの変異体の酵素活性を確認
した。（Fig.4.3, Table.4.1） その結果、Venus付き変異体はRNA濃度 0.1 ng/µLまで、Venus
無し変異体は 0.01 ng/µL まで Ca2+振動誘発活性が確認された。 この変異体では、hPLCζ
の活性を保持するために XY リンカー領域の後半部分（305~345 番目のアミノ酸のうち、
326-345 番目まで）を残して LOV ドメインの挿入を行った。これを残したために XY リン
カー部の長さに余裕が残り、X-Y ドメイン間の相互作用を阻害するに十分な効果が得られな
かったのかもしれない。 LOV ドメイン挿入による hPLCζ 酵素活性の完全な抑制は達成さ
れなかったが、wild type と比較して 1/10 程度の活性の低下が確認され、立体構造の形成に
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Venus 有 Venus 無 
※Venus 有 / 
 AsLOV2(G528A/N538E)@hPLCζ(304-325)-Venus 





Table4.1. 非活性化条件下で LOV 挿入型 hPLCζ 変異体が誘発した Ca2+振動 
 項目“Ca2+振動”列の“+”は Ca2+振動が発生したことを、“－”Ca2+振動が発生しなかっ
たことを示す。項目“潜時”と“スパイク間隔”列に示す数値は 平均値±標準偏差 を表

























10 ng/µL 7 + 43.6 ± 3.7 7.1 ± 2.9 
1 ng/µL 8 + 100.8 ± 25.9 21.4 ± 5.1 
 
0.1 ng/µL 7 － N.D. N.D. 
 
0.01 ng/µL 8 － N.D. N.D. 
      
AsLOV2(G528A/N538E) 
@hPLCζ(304-325) 
10 ng/µL 5 + 24.0 ± 2.5 4.3 ± 2.1 
1 ng/µL 4 + 61.3 ± 11.9 14.1 ± 4.8 
 
0.1 ng/µL 4 + 76.0 ± 17.7 21.8 ± 8.7 
 
0.01 ng/µL 3 + 130.7 ± 15.8 30.6 ± 5.3 
 
1 pg/µL 6 － N.D. N.D. 
90 
 
4.3.2. 光活性化条件下での光活性化型 PLCζ 変異体の評価 
 LOV 挿入型 hPLCζ 変異体において、Ca2+振動活性の完全な抑制は成されなかったがそ





間に波長 430 nm の光を照射し続ける”とし 4.3.1.と同様の約 8 時間の測定実験を行った。
実験に使用するRNAの濃度はCa2+振動を誘発する境界濃度（Venus有：1 ng/µL – 0.1 ng/µL、
Venus 無：0.01 ng/µL – 1 pg/µL）とし、光照射により①Ca2+振動の頻度は増加するか、②
Ca2+振動を誘発していなかったサンプルが Ca2+振動を開始するか、を検証した。 
 観察された Ca2+振動の波形を Fig.4.4 に示す。各図中の、グラフ上部にある黒い四角は、
光を照射している時間を示している。 Venus 付き変異体 AsLOV2 (G528A/N538E)@ 
hPLCζ(304-325)-Venus では、光照射有無の前後で Ca2+振動波形に顕著な違いが確認され
なかった。 LOV ドメインの挿入と Venus 付加の二重効果により酵素活性が低下してしま
っているのではないかと考え、同様の実験を Venus 無し変異体 AsLOV2(G528A/N538E)@ 
hPLCζ(304-325)で行った。RNA 濃度 0.01 ng/µL でのみ、一過性の Ca2+上昇が確認された
が、この RNA 濃度ではインジェクション量により標準的な Ca2+振動を誘発することも確
認されているため、これが光活性化効果によるものなのか、時間経過により十分量発現し
たためによるものなのか結論付けることはできなかった。また、LOV ドメインの構造変化
を誘起する至適波長は 450 nm であるが、今回我々が用いたのは波長 430 nm の光であり、





 (A) AsLOV2(G528A/N538E)@hPLCζ(304-325)-Venus 
  
 







Fig.4.4 光活性化条件下での LOV 挿入型 hPLCζ 変異体が誘発した Ca2+振動 
  各グラフの上部に示す数値はインジェクションした RNA 濃度を、グラフ中の黒いバー
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活性の制御が可能な PLCζ 変異体の作製を試みた。 第二章では、基礎とする PLCζ の型を
決定した。 hPLCζ と mPLCζ を比較し、hPLCζ がより優れた活性を持つこと、細胞内局
在性を持たないことから、hPLCζ を選出した。 第三章では、スプリット hPLCζ 変異体に
よる実験から、hPLCζ の高い酵素活性の維持には XY リンカー領域のうち、特にアミノ酸
323-346 番目の領域が重要であること、逆に、残りの 305-322 番目の領域は酵素活性に影
響を及ぼさないことを確認した。 スプリット hPLCζ 変異体の核移行を確認し、そのシグ
ナル配列が XY リンカー内にあることを突き止めた。 第四章では、酵素活性を光制御する
hPLCζ の作製を、LOV ドメインを用いて達成を試みた。 今回作成した変異体では、XY リ
ンカー領域の 305-323 番目のアミノ酸と入れ替える形で LOV ドメインを挿入した。 危惧
していた酵素能の失活を招くことはなかったが、今回作成した変異体では hPLCζ の酵素活
性、細胞内 Ca2+濃度上昇の光制御はできなかった。 この変異体では、酵素活性の維持に関
して重要性が示唆された領域（XY リンカー内のアミノ酸 323-345 番）を残している。この
領域を残したために、リンカー内に埋め込んだ Jαへリックス構造が解けなくとも、XY ド











狙うものである。 スプリット変異体の実験より、hPLCζ(1-146) / (147-608) だけは共発現
させても酵素活性の回復が見られず、これらの変異体間には酵素活性を持った立体構造を
とるのに十分な相互作用が働いていないことが示唆されている。 この hPLCζ(1-146)と





 光活性化 PLCζ は、当然ながら細胞内 Ca2+濃度だけでなく細胞内 IP3濃度をも増加させ




















Fig.5.1  フィトクローム B と PIF6 を用いた光活性化 PLCζの構想案 
  hPLCζΔEF 変異体と hPLCζ/EF 変異体は、互いの相互作用だけではヘテロ二量体を形
成することはできず酵素能を持たない（図左）。 赤色光(図中では 650 nm)を照射すると
PhyB と PIF6 が相互作用する。これを介することで、二つのスプリット変異体の会合、酵
















 オートクレーブ（AUTOCLAVE）：MLS-2420    （SANYO） 
 乾熱滅菌器：N.D.N-400     （EYELA） 
 上皿電子天秤：DL202-S    （METTLER TOLEDO） 
 ブロックインキュベーター：Bl-516C or Bl516H  （ASTEC） 
 CO2インキュベーター：IT63    （HITEC Yamato） 
 クリーンベンチ：PCV     （HITACHI） 
 サーマルサイクラー：PC320    （ASTEC） 
 電気泳動装置：GelMate®2000    （TOYOBO） 
 電気泳動像撮影用デジタルカメラ：SP-510UZ   （OLYMPUS） 
 UV（ 302 / 365 nm ） トランスイルミネーター：TFML-20E （UVP） 
 デジカメ使用ゲル撮影装置：PX410    （BIO CRAFT） 
 卓上遠心分離機：チビタン     （Millipore） 
 微量高速冷却遠心機：MRX-150    （TOMY） 
 微量高速冷却遠心機：MX-301    （TOMY） 
 小型振盪培養機：DOUBLE SHAKER NR-3   （TAITEC） 
 恒温槽（Hot ＆ Cool Bath）：ETC    （AS ONE） 
 試験管ミキサー（ボルテックス）：TM-1 or HM-1  （AS ONE） 
 分光光度計：Biophotometer     （EppeN.D.orf） 







 電子分子天秤：AB54-S      （METLLER TOLEDO） 
 pH メーター：pB-11     （Sartorius） 
 ホットスターラー：CHS-350    （AS ONE） 
 ブロックインキュベーター：Dry Thermo Unit DTU-1B （TAIEC） 
 CO2インキュベーター：BNS-110    （ESPEC CORP.） 
 双眼実体顕微鏡：SMZ-2B （TRANSFORMER XN）  （Nikon) 
 蛍光顕微鏡：IX71      （OLYMPUS） 
 共焦点レーザースキャン顕微鏡：LSM710   （Carl Zeiss） 
 蛍光顕微鏡光源：TH4-100     （OLYMPUS） 
 Xe（キセノン）ランプ電源：XPS100    （Nikon） 
 CCD カメラ：C7190、C2400    （HAMAMATSU） 
 フィルター交換機：C4312     （HAMAMATSU） 
 励起フィルター：340AF15, 380AF15, 490DF20, 430BP20 （Omega Optical） 
 ダイクロイックミラー：400DCLP, 505DRLP, 455DRLP （Omega Optical） 
 蛍光フィルター：510AF23, 535AF25, 480DF60  （Omega Optical） 
 減光フィルター：6、15、25 or 50% N.D. Filter  （Omega Optical） 
 Image Processor：ARGUS     （HAMAMATSU） 
 Flaming Brown Micropipette Puller：P-87      （Sutter Instrument） 
 マクロファージ：MF-90     （NARISHIGE） 
 Micro Injecter：PV-800 Pneumaic Picopump   （WPI） 
 端電極膜電位固定用増幅器：CEZ-3100      （NIKON KOHDEN） 
 マイクロマニュピレーター：MX-2    （NARISHIGE） 
 リングヒーター（0.24 A 程度流して加熱）：AD-8735 
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 50-mL シリンジ：SS-50ESZ    （TERMO） 
 1.0-mL シリンジ：SS-01T     （TERMO） 
 20G 注射針：NN-2038R     （TERMO） 
 27G 注射針：NN2718S     （TERMO） 
 滅菌フィルター：Syringe Filter 33 ㎜   （IWAKI） 
 プラスティックディッシュ：35×10 ㎜ style   （FALCOS） 
 角カバーグラス：24×24 No.1    （MATSUNAMI） 
 ワックス：Utility Wax     （GC） 
 ホットプレート：MODEL HM-11    （ヤマト科学） 
 ガラス毛細管ピペット 
 マイクロピペット：50 LAMBDA （cu、mm）with Aspirator  
（DrummoN.D. Scientific Company） 
 パスツールピペット：Glass Pipette 53 4⁄ " （IK-PAS-5P） （IWAKI GLASS） 
 Borosilicate Glass Capillaries：GC 100 TF-10（1.0 ㎜ O.D.×10 ㎜ I.D） 
（RG87HU、ENGLAN.D.） 
 Borosilicate Glass Capillaries：G150 TF-4 
（1.50 ㎜ O.D.×1.17 ㎜ I.D × 10 cm Length） （Warner Instruments） 
 
・解析用のフリーソフトウェア各種 
 ApE-A plasmid Editor       （M. Wayne Davis） 
 Optical Image：NIH image 1.62 b 30   （NIH、USA） 
 ImageJ 1.46r       （NIH、USA） 
 ZEN lite       （Carl Zeiss） 




  核酸懸濁用の緩衝液 
 10×TE （Tris / EDTA） 
 Tris（Trishydroxymethylaminomethane） （Wako） 100 mM 
 EDTA（Ethylenediaminetetraacetic） （Wako）  10 mM 
 1×TE 
10×TE         10 mL 
  Milli-Q （Millipore）       90 mL 
 ※オートクレーブで滅菌後、室温で保存. 
  電気泳動関連の緩衝液・ゲル等 
 50×TAE （Tris / Acetate / EDTA）Buffer 
  Tris（Trishydroxymethylaminomethane） （Wako）   242 g 
 酢酸（Acetate）    （Wako）  57.1 mL 
 0.5M EDTA（Ethylenediaminetetraacetic Acid）（Wako）  100 mL 
  滅菌 Milli-Q （Millipore）     Total    1.0 L 
※室温で保存. 
 1×TAE Buffer 
 50×TAE          0.1 L 
  蒸留水          4.9 L 







 アガロースゲル（Agarose Gel） 
 Agarose-S   （Wako） 1 % or 2 % , 2.0 g or 4.0 g 
 1×TAE Buffer      200 mL 
 10 mg / ml EtBr（Ethidium Bromide） （Invitrogen） 8.0 µL 
※電子レンジで沸騰するまで加熱して溶解させ、60℃程度に冷めたら EtBr を
8.0 µL 加え、型に入れる。固まったら TAE に浸して冷蔵保存. 
 
  バクテリア関連の抗生物質・培地等 
 抗生物質 
 アンピシリン（Ampicilin、Amp）  （Genlantis）100 mg / tube 
 ※ 1.0 mL の滅菌 Milli-Q に溶解して使用し、冷凍保存。 
 テトラサイクリン（Tetracycline、TC） （GTS）      10 mg / tube 
※ 1.0 mL の滅菌 Milli-Q に溶解して使用し、遮光して冷凍保存. 
 LB（Luria-Bertani）培地 
 LB 培地パウダー （Q-Bio Gene）    25 g 
  Milli-Q  （Millipore）    1.0 L 
 ※オートクレーブで滅菌後、冷蔵保存. 
 LB（Luria-Bertani）寒天プレート 
 INA-Agar  （伊那食品工業株式会社 F）  3.75 g 
  LB 培地       250 mL 
  50 mg / mL Ampicilin    250 µL 
  5 mg / mL Tetracycline     1.0 mL 




  ケミカルコンピテントセル作製溶液 
 TB（Transformation Buffer） 
 PIPES   （Wako）   1.5 g 
  CaCl2・2H2O      1.1 g 
  KCl   （Wako）   9.3 g 
 ※ 400 mL の Milli-Q に溶かし、5M KOH（Wako）で pH = 6.7 に調製した. 
   MnCl2・4H2O  （Wako）   5.45 g 
※ Milli-Q で Total 500 mL にし、フィルター滅菌後、冷蔵保存し 3 日以内に使用. 
  プラスミドベクター 
    本研究で用いたプラスミドベクターは以下の 2 種類で、本研究室で所有するこれ
らのベクターに各種タンパク質をコードしている cDNA を組み込んで使用した. 
  ・pBluescriptⅡ SK（+） 
    ・pGLS（A21）8T 
  細胞生理学用の試薬・培地等 
 生理食塩水（0.9 % NaCl） 
 NaCl  （Wako）    0.9 g 
  Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
  ※ オートクレーブで滅菌後、冷蔵保存. 
 100 mM Na Pyruvate 
 Na Pyruvate （Wako）  100 mM 110 mg 
  Milli-Q  （Millipore）   Total 100 ml 





 100 mM HEPES 
 HEPES  （Wako）    2.38 mg 
  Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
  ※ 室温で保存. 
 1 M  NaOH 
 NaOH  （Wako）    4.0 g 
  Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
  ※ 室温で保存. 
 A5× 
 NaCl  （Wako）    2.765 g 
KCl      （Wako）    174 mg 
  CaCl2・2H2O （Wako）    125 mg 
 MgSO4・7H2O （Wako）    148 mg 
Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
  ※ 室温で保存. 
 B10× 
 KH2PO4  （Wako）    163 mg 
 NaHCO3  （Wako）    428 mg 
 Milli-Q  （Milli-Q）   Total 100 mL 








 A5×       20 mL 
 B10×       10 mL 
  100 mM HEPES      10 mL 
  60% Na Lactate （SIGMA）    0.37 mL 
  100 mM Na Pyrvate      0.50 mL 
  Glucose  （Wako）    100 mg 
  1 M  NaOH     pH = 7.2 に調節 
 Milli-Q  （Millipore）   Total 100 mL 
※ フィルター滅菌後、5 mL ずつに分注し冷蔵保存. 
※ M2(+)は BSA 20 mg を溶かした 4 mg / mL 溶液であることを意味する. 
 BSA（Albunin bovine serum、 Fraction V、 ≧96%） （SIGMA） 
マウス過排卵処理注射液（ホルモン剤） 
 50 U / mL ピーメックス（PMSG、 Pregnant Mare Serum Gonadotrophin） 
  ピーメックス （三共エール薬品株式会社） 1 A（1,000 U） 
 滅菌生理食塩水      20 mL 
 ※ 27G 針付 1.0- mL シリンジに 0.4 mL ずつ分注後、冷凍保存. 
 50 U / mL ゴナトロピン（hCG、 Human Chorionic Gonadotropin） 
 ゴナトロピン （あすか製薬株式会社）  1 A（1,000 U） 
 滅菌生理食塩水      20 mL 






  マウス卵細胞処理用試薬 
 0.25 %（w/v）hyaluronidase ストック溶液 
 hyaluronidase （SIGMA）    25 mg 
  M2        10 mL 
    ※ 100 µL ずつ分注し、冷凍保存. 
  Ca2+ イメージング用試薬 
 fura-2 AM（2 mM） 
 fura-2 AM    （同仁化学研究所） 50 mg 
 DMSO（Dimethyl Sulfoxide）  （同仁化学研究所） 12.5 µL 
  10 % F127 iN.D.MSO     12.5 µL 
 ※ 冷凍保存し、使用時に M2(+)で 1,000 倍希釈（2 µM）してから使用. 
実験動物 
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